Diseño racional de ligandos enzimáticos by Sanz Martínez, Ignacio Jesús & Merino Filella, Pedro
1 
 
 
 
 Master en química molecular y catálisis homogénea  
Trabajo final de master 
 
Diseño racional de ligandos enzimáticos. 
 
 
 
Ignacio Jesús Sanz Martínez. 
 
Director: Prof. Dr. Pedro Merino    
 
Departamento de Química Orgánica   
Grupo de Química Biológica y Computacional 
 
Zaragoza, junio 2019 
 
 
2 
 
Diseño racional de ligandos enzimáticos 
 
Resumen: 
 
Las glicosiltransferasas son los enzimas que se encargan de transferir azucares a diversos 
receptores. 
Entre las glicosiltransferasas se encuentra la N-acetilgalactosaminiltransferasa    
(GalNAc-T), la cual se encarga de la trasferencia de N-acetilgalactosamina. Dicho enzima 
se relaciona con multitud de procesos biológicos y enfermedades en los seres vivos, 
incluidos humanos, lo que hace que sea una potencial diana para el desarrollo de 
moléculas que puedan inhibir su funcionamiento y así convertirse en potenciales 
fármacos para dichos trastornos. 
A lo largo de este trabajo se procede al diseño y estudio computacional de diferentes 
inhibidores dirigidos a dos isoformas de la GalNAc-Ts, la T2 y la T3. En todos ellos se 
busca una buena biodisponibilidad además de, por supuesto, un buen modo de unión con 
el enzima, con el objetivo de servir de base a posteriores síntesis experimentales y 
estudios in vitro. 
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Rational design of enzymatic ligands. 
 
Abstract: 
 
Glycosyltransferases are the enzymes responsible to transfer sugars to different receptors. 
Within the glycosyltransferases there is GalNAc Transferase (GalNAcT) that promotes 
the N-acetylgalactosamine transference. The GalNAcT is related to many diseases in 
mammals, and therefore, GalNAcT is a potential target for the development of new drugs. 
That could inhibit the enzyme and thus control the disease. 
In this project, different inhibitors have been designed for the T2 and T3 isoforms of this 
enzyme. In all cases we are looking for bioavailability and good binding with the protein. 
One of the goals of this work is to be useful for future studies. 
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1. Introducción 
Los mecanismos de trasmisión y expresión de la herencia genética se recogen en el 
denominado dogma central de la Biología (esquema 1).1 En éste se diferencian dos 
procesos clave, a saber: la replicación y la expresión del ADN. La expresión génica 
incluye dos procesos en sí misma: la transcripción, donde el ADN sirve de molde para la 
síntesis de una cadena de ARNm, y la traducción donde dicho ARNm es leído en los 
ribosomas que sintetizan una proteína. 
 
Esquema 1: dogma central de la biología molecular 
Sin embargo, cuando se compara la secuencia genética de un chimpancé frente a la de un 
ser humano se encuentra una equivalencia de hasta un 99.9%. Por consiguiente, lo que 
nos ha hecho evolucionar frente a otras especies no es la aparición de nuevos genes, 
puesto que solo hemos duplicado, cambiado ligeramente, reorganizado, o incluso perdido 
algunos en los últimos 6 millones de años.2  
La diferenciación entre unas especies y otras no se debe únicamente a la secuencia 
genética. Las modificaciones post-traduccionales de las proteínas sintetizadas en los 
ribosomas juegan un papel fundamental ya que es la incorporación de dichas 
modificaciones lo que hace que la proteína sea funcional. Las modificaciones 
postraduccionales más comunes son la incorporación de un carbohidrato (glicosilación), 
de un grupo fosfato (fosforilación), de un resto de ácido palmítico (palmitoilación) o de 
una molécula de ubiquitina (ubiquitinación).3  
De las modificaciones mencionadas anteriormente la glicosilación es la más frecuente. Se 
estima que un 47% de las proteínas de los seres humanos se encuentran glicosiladas. 4 Por 
consiguiente, los enzimas que se encargan de catalizar la transferencia de las unidades de 
azúcar sobre las correspondientes proteínas tendrán un papel fundamental en el correcto 
desarrollo del organismo. Estos enzimas se denominan glicosiltransferasas y, sin duda, 
son cruciales en el desarrollo de actividades biológicas fundamentales de los seres vivos.5  
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1.1. Glicosiltransferasas(GTs) 
Las glicosiltransferasas catalizan la reacción de transferencia de una unidad de azúcar 
utilizando un carbohidrato activado por un nucleótido. Estos carbohidratos activados se 
conocen como dadores de Leloir, y prácticamente la totalidad de glicosiltransferasas 
utilizan únicamente 9 de ellos (Figura 1).6 
 
Figura 1: Dadores de Leloir: sustratos naturales para GTs. UDP-glucosa (Glc) L1, UDP-N-Ac-
glucosamina (GlcNAc) L2, UDP-ácido glucurónico (GlcA) L3, UDP-galactosa (Gal) L4, UDP-N-Ac-
galactosamina (GalNAc) L5 UDP-xilosa (Xyl) L6, GDP-manosa (Mann) L7, GDP-fucosa (Fuc) L8, y 
CMP-ácido siálico (SA) L9 
El carbohidrato activado tiene la estructura de nucleótido difosfato de uridina o guanosina 
enlazado al carbono anomérico del azúcar que se va a transferir, a excepción del dador 
L9 que contiene citidina monofosfato. 
La reacción de glicosilación puede dar lugar a dos productos en función de que se retenga 
o se produzca una inversión del carbono anomérico del sustrato dador una vez producida 
la transferencia del azúcar.7 El mecanismo de reacción sucedido en el enzima será 
fundamental para determinar si se obtiene un producto u otro. 
Aunque, en muchos casos no se conoce el mecanismo de acción de estos enzimas con 
detalle, sí que existen algunas evidencias experimentales. 
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Que se produzca una inversión del centro anomérico precisa de un mecanismo SN2 y para 
ello se precisan de aminoácidos en el sitio activo con capacidad de desprotonar la especie 
nucleófila del sustrato aceptor (Esquema 2).8  
 
Esquema 2: Mecanismo de reacción tipo SN2 con inversión del centro anomérico 
Existen varias hipótesis para explicar el mecanismo de retención de configuración, como 
puede ser una doble inversión (Esquema 3) y una reacción tipo SNi, la cual a su vez puede 
suceder en un paso (Esquema 4) o en dos (Esquema 5). En ambos casos se basa en que 
las interacciones de los residuos que conforman el sitio activo estabilicen un estado de 
transición tipo oxocarbenio. 9 
 
Esquema 3: mecanismo de doble inversión que otorga el producto de retención 
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Esquema 4: Mecanismo tipo SNi en un paso que otorga el producto de retencion 
 
 
Esquema 5: Mecanismos tipo SNi en dos pasos que otorga el producto de retención. 
Muchas glicosiltransferasas presentan un átomo metálico, Mg(II) o Mn(II), en el sitio 
activo. En estos casos el centro metálico coordina al dador de Leloir por el difosfato, 
actuando como ácido de Lewis y favoreciendo la salida del nucleótido disfosfato en la 
transferencia del azúcar (Figura 2).10  
 
Figura 2: Interacción del metal con el dador de Leloir. 
Existen numerosas glicosiltransferasas, generalmente agrupadas en familias, 
dependiendo del tipo de azúcar que transfieren. Entre las más importantes se encuentran, 
la N-acetilglucosaminil transferasa (OGT) que transfiere unidades de N-
acetilglucosamina,11 la familia de las O-fucosiltransferasas (POFUTs) que trasfieren 
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unidades de fucosa12 y la familia de las N-acetilgalactosaminil transferasas (GalNac-Ts) 
que trasfieren unidades de N-acetilgalactosamina, objeto de estudio en este trabajo. 
Todas ellas son dianas terapéuticas para el desarrollo de moduladores enzimáticos como 
precursores de fármacos, puesto que su disfuncionalidad o sobreexpresión se relaciona 
con diferentes enfermedades como el desarrollo de algunos tipos de cáncer,13 
esterilidad,14 alzehimer,15 etc. Por este motivo, el tratamiento de las enfermedades 
provocadas por la sobreexpresión de estos enzimas pasa por el diseño de inhibidores 
enzimáticos. 
Una buena estrategia para conseguir el desarrollo de inhibidores enzimáticos es diseñar 
una molécula que mimetice el ligando natural del enzima, dando lugar a un mayor número 
de interacciones y que así sea capaz de desplazar al sustrato natural del sitio activo 
(inhibición competitiva). Para logar este tipo de sustratos se han seguido diferentes 
alternativas (Figura 3).  
 Modificación de la unidad de carbohidrato (Figura 3, I1).16 
  Modificación del anillo de ribosa (Figura 3, I2). 
 Modificaciones en la base nitrogenada (Figura 3, I3).10  
 Desarrollo de inhibidores bifuncionales,17 basados en dos fragmentos conjugados 
que     interaccionan, y por consiguiente inhiben, tanto el sitio del dador como el 
aceptor dentro de la encima (Figura 3, I4). 
 
 
Figura 3: Ejemplos de alternativas clásicas en el diseño de inhibidores para glicosiltransferasas 
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Los ensayos in vitro realizados con estos ligandos muestran muy buenos resultados de 
inhibición enzimática, sin embargo, la presencia de grupos difosfato dota de una elevada 
polaridad a la molécula lo que conlleva a una baja permeabilidad celular impidiendo el 
acceso a la diana terapéutica (baja bioaccesibilidad) y disminuyendo su actividad.18 
Entre todas las glicosiltransferasas en este trabajo nos centraremos en la UDP-N-acetil-α-
D-galactosamina transferasa: N-acetilgalactosaminiltransferasa, encargada de transferir 
unidades de N-Acetilgalactosamina. Los glicopéptidos que contienen estas unidades se 
relacionan con procesos de reconocimiento celular en varios procesos metabólicos,19 el 
desarrollo de algunos canceres como el de pulmón,20 la disminución de la eficacia de 
alguno de los fármacos desarrollados,21 etc. Por ello, el desarrollo de inhibidores sobre 
estos enzimas es un punto de partida para generar nuevos fármacos. 
1.2. UDP-N-acetil-α-D-galactosamina: N-acetilgalactosaminiltransferasas (GalNAc-Ts) 
Las GalNAcTs catalizan la transferencia de unidades de N-acetilgalactosamina (GalNAc) 
usando como sustrato dador el nucleósido del azúcar con uridina difosfato (UDP-
GalNAc) (L5) sobre los OH de residuos de serina o treonina de diferentes péptidos en 
presencia de Mn (II).22 
La GalNAc-Ts son un grupo de enzimas que comprenden hasta 20 isoformas (enzimas 
que catalizan la misma reacción química, pero presentan secuencias diferentes de 
aminoácidos) distintas en seres humanos. Estos isoenzimas se agrupan en la base de datos 
CAZy (Carbohydrate-Active enZyme data-base) en la familia numero 27 dentro de las 
glicosiltransferasas. Todas estas isoformas se encuentran en el aparato de Golgi y en el 
retículo endoplásmico en las células eucariotas.20 
Todos los isoenzimas realizan la transferencia del azúcar manteniendo la configuración 
del carbono anomérico (Esquemas 3-5). Desde un punto de vista estructural presentan un 
dominio catalítico N-terminal adoptando un pliegue tipo GT-A y un dominio tipo lectina 
que actúa como centro de unión a carbohidratos. Ambos dominios están conectados por 
una secuencia peptídica flexible (Figura 4).23  
Otra característica estructural clave de estos isoenzimas es la presencia en el dominio 
catalítico de un Loop flexible, responsable de las dos conformaciones posibles del enzima, 
abierta o inactiva y cerrada o activa (Figura 4a y 4b).20  
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Figura 4: Estructura tridimensional GalNAc-T2 en representación de los isoenzimas de la GalNAc-Ts. En 
rojo el glicopéptido con el que se cristalizo el enzima, en azul el centro de Mn(II) en verde la UDP de la 
cristalización y amarillo el loop a) cerrado b) abierto. En ambas estructuras se puede observar el domino 
catalítico en la parte inferior de la proteína y el dominio tipo lectina en la superior. 
2. Antecedentes del grupo de investigación 
El grupo de Química Biológica y Computacional de la universidad de Zaragoza, donde 
he realizado este trabajo de fin de Master, entre otros campos de investigación, se ha 
centrado en el estudio de glicosiltransferasas como OGT, GalNAc-T2, POFUT 1 y 2,24 
PimA y Gpgs.25  
En el grupo de investigación se han preparado inhibidores de GTs cuya estructura general 
se corresponde con la sustitución del azúcar por una pirrolidina (Figura 5a) y además la 
sustitución del difosfato por una cadena alifática y un fosfonato (Figura 5b) con el 
objetivo de mejorar la biodisponibilidad de los ligandos. 
 
Figura 5: Estructura general de los inhibidores desarrollados en el grupo de investigación 
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Las pirrolidinas se pueden sintetizar con diferentes sustituyentes de forma controlada, 
gracias a reacciones organocataliticas26-27 y reacciones de adición nucleófila28. Se han 
realizado estudios preliminares sobre su actividad en hOGT y GalNAc-T2 y los mejores 
resultados se han obtenido con sustituyentes hidroxilo (OH) y benciloxi (OBn). 
El diseño racional de inhibidores, además de ser la base para un posterior desarrollo de 
agentes terapéuticos, permite obtener evidencias experimentales acerca del mecanismo 
de reacción, mediante la cristalización de complejos ligando-proteína o incluso complejos 
ternarios proteína-ligando-aceptor.8 
3. Objetivos 
El objetivo de este trabajo será llevar a cabo una valoración mediante estudios de docking, 
de potenciales inhibidores de GalNAc-T2 y la GalNAc-T3. Este estudio es el primer paso 
en el diseño racional de inhibidores enzimáticos y debe realizarse siempre de forma previa 
a la síntesis de moléculas complejas ya que permite identificar a los mejores candidatos. 
Para desarrollar el objetivo principal del trabajo se plantean una serie de sub-objetivos 
específicos: 
1. Elección de ligandos a estudiar 
2. Preparación de las proteínas 
3. Preparación de los ligandos 
4. Estudios de docking 
5. Análisis de resultados 
Los resultados obtenidos podrán emplearse, además, para realizar un estudio comparativo 
entre la conformación de los sitios activos, los aminoácidos que lo conforman, las 
interacciones que tienen lugar entre aquéllos y los ligandos, y con ello determinar la 
variación de la afinidad de los enzimas por los diferentes ligandos. 
4. Métodos computacionales 
Los estudios de docking se han llevado a cabo con Glide que es un software de 
acoplamiento molecular, que es encuentra implementado en Maestro, ambos incluídos en 
el paquete Schrödinger.29  
CLC Sequence viewer (Omicx),30 permite llevar a cabo una comparación sobre la 
estructura primaria desde los archivos de texto que contienen las secuencias peptídicas 
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(obtenidos desde la web: https://www.uniprot.org/) de varias proteínas y estimar el grado 
de conservación de residuos. Este programa no solapa un péptido frente a otro de forma 
lineal desde el primer residuo, sino que los alinea homologando las posiciones en cada 
aminoácido. 
La obtención de los ligandos se realizó mediante CORINA-3DModel,31 que permite 
obtener los ficheros PDB (Fichero de almacenaje de información, que en nuestro caso 
particular contiene la información estructural de los ligandos o enzimas) desde sus 
códigos Smiles. 
Como herramienta de dibujo químico se usó ChemDraw.32 
La estructura de los diferentes aminoácidos para comprender mejor las interacciones 
puede consultarse en los anexos. 
La enumeración de los carbonos en la descripción de las interacciones es arbitraria, 
aunque se intenta mantener el mismo criterio para todos. Sin embargo, que haya un 
difosfato (Figura 6a) o una cadena carbonada en el puente (linker) (Figura 6b) varia el 
número de carbonos y por consiguiente la numeración de los mismos. 
 
Figura 6:  Ejemplo de enumeración de los carbonos que se siguió en la descripción de los ligandos. a) 
especies difosfato. b) especies monofosfato 
 
 
 
14 
 
4.1. Docking 
La primera hipótesis que se planteó sobre el funcionamiento de un enzima fue el modelo 
de ajuste llave cerradura (lock-and-key), el cual sería fácilmente reproducible por un 
ajuste rígido. Pero con el paso del tiempo se propusieron alternativas que se adecuaban 
mejor a la situación real. 
Primero Koshland propuso que se producía un ajuste inducido, es decir, que se producían 
cambios conformacionales en el enzima y el ligando en el momento de la unión.33 En la 
actualidad se ha adoptado el concepto de conjuntos conformacionales. Éste se basa en 
que la estructura tridimensional viene representada por un conjunto de conformaciones 
interconvertibles, teniendo pues una importancia fundamental las conformaciones y el 
reconocimiento molecular en el establecimiento de las uniones.34 Este mecanismo de 
acción implica un acoplamiento flexible y los métodos computacionales actuales 
permiten otorgar cierta flexibilidad al ligando. Sin embargo, dotar de esa flexibilidad al 
receptor presenta numerosas limitaciones. Existen algunos programas como AutoDock4 
que permiten establecer algunos enlaces como giratorios (formados por los ligando y las 
cadenas laterales de los aminoácidos localizados en el sitio activo).35 Otros programas 
como Glide permiten realizar una búsqueda de las distintas conformaciones obtenidas al 
unirse el ligando a los residuos durante el acoplamiento.36 
Los cálculos docking se pueden subdividir en dos partes, las cuales se encuentran 
relacionadas entre sí. El primer paso consiste en buscar las diferentes poses que puede 
adoptar el ligando mediante el uso de diferentes algoritmos y el segundo en el cálculo de 
las energías de unión para cada una de las poses mediante una función de scoring. Éstas, 
junto con los algoritmos de búsqueda, son el punto de divergencia entre los diferentes 
programas de docking. Los algoritmos más usuales son los no deterministas, o 
estocásticos, puesto que son los más eficientes en relación con el tiempo. Dentro de este 
grupo los más representativos son los de tipo MonteCarlo.37 A partir del método 
MonteCarlo se generan las diferentes poses mediante la rotación de enlaces, la traslación 
o rotación del cuerpo rígido y para la obtención final de las poses se aplica la función de 
probabilidad de Boltzman. Una de las principales ventajas de este método es el poder 
realizar grandes modificaciones en el ligando, cosa que con Dinámica Molecular (DM) 
no se puede lograr.38 
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Por otro lado, las funciones de scoring se encargan de determinar el modo de unión 
ligando-proteína y predecir la afinidad entre ambos.39 Se diferencian tres tipos de función 
scoring: 
 Force field scoring function: tiene en cuenta los parámetros físicos como 
interacciones electrostáticas, fuerzas de Van der Walls, fuerzas de torsión o 
flexión de los enlaces. Cuenta con distintas contribuciones, por un lado, dos 
componentes energéticos de Lernard-Jones y un término que recoge el 
componente electrostático (Ecuación 1).40  
𝐸 =∑∑(
𝐴𝑖𝑗
𝑟𝑖𝑗
12 +
𝐵𝑖𝑗
𝑟𝑖𝑗
6 +
𝑞𝑖𝑗𝑒𝑖𝑗
𝜀(𝑟𝑖𝑗)𝑟𝑖𝑗
)
𝑗𝑖
 
Ecuación 1: Force field scoring fuction. rij distancia que separa un átomo de la proteína de uno del 
ligando, los términos Aij y Bij, hacen referencia a las interacciones del tipo Van Der Waals. qij y 
eij representan las cargas de los átomos de la proteína y el ligando y la constante dieléctrica, 
disolvente. 
 
 Empirical scoring function: tiene en cuenta las interacciones iónicas, los enlaces 
de hidrógeno y las interacciones en la superficie de contacto entre la proteína y el 
ligando. Esta función es más sencilla y por ello los cálculos son más rápidos. Glide 
se basa en estas funciones (Ecuación 2).41  
∆𝐺 =∑𝑊𝑖∆𝐺𝑖
𝑖
 
Ecuación 2: Empirical scoring function. ΔGi representa el valor de energía obtenido de forma 
empírica. Wi hace referencia a los valores de energía de unión entre ligando y proteína obtenidos 
para complejos con estructura tridimensional conocida. 
 
 Knoledge-based scoring function: se fundamenta en observaciones estadísticas 
del contacto entre proteína y ligando para grandes bases de datos de estructuras 
tridimensionales. Emplea una serie de potenciales estadísticos que dependen de la 
distancia ligando proteína.42 
 
5. Procedimiento experimental 
Para llevar a cabo el cálculo de las interacciones ligando-proteína en primer lugar se ha 
de preparar la proteína (obtener la estructura minimizada para los cálculos). Después 
preparar los ligandos (generar todas las poses) y por último realizar el cálculo de 
interacción entre ligandos y enzimas. En nuestro caso se realizó bajo el protocolo Glide, 
con ambos enzimas con el fin de que los resultados obtenidos fueran comparables. 
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5.1. Preparación de la proteína 
La estructura cristalográfica de la GalNAc-T2 se obtuvo del Protein Data Bank43 desde 
su fichero PDB (4D0Z). Se obtuvo la forma cerrada que es la activa, la cual presenta 
UDP-5S.GalNAc como inhibidor. Por su parte la estructura de GalNAc-T3 la facilitó el 
Dr. Ramon Hurtado del Instituto de Biocomputación y Física de Sistemas Complejos 
(BIFI) de la Universidad de Zaragoza. Esta estructura también corresponde a la forma 
con el Loop cerrado. 
Las estructuras originales presentan varias subunidades, cada una de ellas con un ligando 
y un ion Mn(II). También aparecen otras estructuras como sulfatos (SO4)
-2 o moléculas 
de agua.  
Tanto para la GalNAc-T2 como para la GalNAc-T3 se escogió la cadena A. 
En primer lugar, se añadieron los residuos C y N terminales (Cap termini), mediante EPIK 
se generaron las cargas de los aminoácidos a pH fisiológico y se eliminaron las moléculas 
y cadenas no queridas.  
Se llevó a cabo una minimización, bajo el campo de fuerza OPLS_3, en GalNAc-T2 con 
y sin ligando para ver si existían diferencias significativas. 
Al comparar las estructuras de ambas se observó como las diferencias no eran 
significativas (Figura S1). Por ello se optó por llevar a cabo la minimización en ausencia 
del ligando. 
5.2. Preparación de los ligandos 
Las estructuras PDB de los ligandos se obtuvieron en dos pasos. En primer lugar, se 
dibujó su estructura 2D en ChemDraw; posteriormente, mediante CORINA-3DModel y 
el código SMILE se obtuvieron las estructuras tridimensionales de los ligandos que se 
grabaron en formato .pdb.  
Los ficheros PDB generados se abrieron con Maestro, se asignaron los dobles enlaces y 
se añadieron los hidrógenos. La preparación de los ligandos se hizo mediante la 
herramienta LigPrep, de esta forma se generan los diferentes estados de protonación a pH 
fisiológico y se generan los confórmeros. La minimización se también se realizó bajo el 
campo de fuerza OPLS_3, restringiendo la formación de diaestereoisómeros a 1. 
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5.3. Glide 
Glide usa una serie de filtros jerárquicos para buscar las distintas posiciones de un ligando 
en un sitio de unión especifico. Al receptor lo considera como una estructura rígida, a 
diferencia de lo que sucede en la realidad y permite la flexibilidad a los ligandos.  
Para poder realizar el cálculo Docking se necesita definir el sitio de unión de la molécula 
o Grid, donde se estudien las interacciones de los diferentes confórmeros de los ligandos 
con el enzima. Para definir el Grid se utilizó la función Grid Generation de Maestro. La 
definición del Grid pasa por generar una caja cúbica cuyas dimensiones se pueden variar, 
en este trabajo se definió una caja de 20Å, centrada en los residuos de His145, Arg362, 
Asp_176 y His_226 para la GalNAc-T2 y en la posición que ocupaba el ligando cristalino 
para GalNAc-T3. Una vez definido el Grid se lanzó el cálculo Docking con la opción 
cálculo extra preciso (XP). 
6. Resultados y Discusión 
La GalNAc-T2 y la GalNAc-T3 son dos isoenzimas, es decir que presentan dos 
secuencias proteicas diferentes, pero catalizan la misma reacción química. Las diferentes 
secuencias peptídicas pueden otorgar sitios catalíticos diferentes y que por ello la afinidad 
por los inhibidores sea diferente para ambas isoformas.  
6.1. GalNAcT2 vs GalNAcT3 
Mediante CLC Squence Viewer se hizo un primer estudio comparativo de las secuencias 
lineales para obtener una primera aproximación a las diferencias entre las dos isoformas.  
La GalNAc-T3 presenta una secuencia peptídica más larga que la GalNAc-T2, 663 
aminoácidos para la isoforma T3 y 571 para la T2. Las secuencias peptídicas además de 
diferir en tamaño, difieren notablemente en los aminoácidos que componen la cadena. Sin 
embargo, los aminoácidos que coordinan al metal son equivalentes y se sitúan en la misma 
posición relativa para ambos péptidos. También coinciden los residuos de cisteína que 
conforman los puentes disulfuro que son fundamentales para la estructura tridimensional 
de la proteína (Figura 7).  
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Figura 7: Comparación de la secuencia peptídica de GalNAc-T2 y GalNAc-T3. Sobre la secuencia de cada 
péptido se muestra en verde los residuos que coordinan al Mn2+, en azul los que interaccionan con el ligando 
natural (sitio activo) y en gris las cisteínas que forman enlaces disulfuro en cada péptido. 
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En la comparación de los aminoácidos que interaccionan en el sitio activo, los que 
aparecen en la T3 aparecen en la T2, pero en la T2 aparecen algunos de forma exclusiva. 
Para obtener más información se realizó un Docking con el sustrato natural (L5) para los 
dos isoenzimas. El resultado muestra las siguientes energías de estabilización para cada 
enzima: EGalNAc-T2: -14.578 kcal/mol y EGalNAc-T3: -11.228 kcal/mol. Así pues, parece que 
el mayor número de aminoácidos que interaccionan en el sitio activo aumenta la afinidad 
por los ligandos. 
Además, en la comparación (solo la cadena A) de los enzimas mediante Pymol se observó 
como la estructura tridimensional es equivalente para ambas, con el dominio catalítico N-
terminal y el dominio tipo lectina C-terminal (Figura S2).  
6.2. Ligandos diseñados 
Para ambos isoenzimas se estudiaron los mismos ligandos. Siguiendo las líneas de 
investigación del grupo,18 se planteó el desarrollo de los ligandos bajo la siguiente 
estrategia. 
Sustituir el anillo de azúcar por una pirrolidina, variando la funcionalización de la misma. 
Estas funcionalizaciones se corresponden con introducir dos tipos de sustituyentes 
distintos, para formar una pirrolidina di-, tri- o tetrasustituida:  
 Grupos hidroxilo (OH) capaces de dar interacciones de tipo puente de hidrógeno 
en el sitio activo, de forma similar a la unidad de carbohidrato (Figura 8). 
 Grupos benciloxi (OBn) que podrían dar lugar a interacciones hidrófobas, 
mediante la formación de enlaces tipo   π-π (π stacking) o similares (Figura 8). 
También se buscó variar la polaridad global de la molécula modificando el linker. El 
difosfato otorga más grupos para interaccionar (Figura 8a). Por otro lado, el linker más 
apolar puede otorgar una mayor flexibilidad al ligando lo que puede permitir que este se 
acomode mejor al sitio activo (Figura 8b).   
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Figura 8: Ligandos diseñados. 8a: pirofosfato. 8b: fosfonato y cadena alifática 
Además de estos ligandos también se incorporaron a los cálculos aquellos con los que se 
llevó a cabo la cristalización de la proteína y el sustrato natural (L5), con el fin de 
utilizarlos como referencia para el resto, es decir, 5S-UDP GalNac (13) para GalNAc-T2 
y UDP (14) para GalNAc-T3 (Figura 9).  
 
Figura 9: Ligandos usados en la cristalización de las proteínas.  
6.3. Docking GalNAc-T2.  
Los cálculos de docking nos permiten cuantificar la energía de estabilización enzima-
ligando mediante el valor de docking score. Este resulta de evaluar las interacciones 
favorables y desfavorables que sufre el ligando en el enzima. 
Esto da lugar a que algunos ligandos voluminosos dispongan sus sustituyentes hacia el 
exterior del sitio activo, de forma que no aporten ninguna interacción adicional a las 
establecidas para el sustrato natural, y por consiguiente comprometiendo su actividad. 
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Por ello, en primer lugar, se estudió la disposición de los ligandos respecto al ligando 13 
en el interior del enzima con el objetivo de encontrar algún ligando que tuviese grupos 
funcionales sin valor en la interacción. 
En los ligandos 1 y 7 el grupo bencilo extra de ambos presenta muy pocos aminoácidos a 
su alrededor. Con los tres grupos bencilos, el ligando es tan voluminoso que no es capaz 
de unirse en el sitio activo y dispone uno de sus grupos bencilos en el exterior del enzima 
(Figura 10).  
 
Figura 10: Grupos Bencilo de los ligandos 1 (negro) y 7 (azul) 
Los mejores valores de docking score asociados a las diferentes poses de los ligandos se 
recogen en la Tabla 1 (eliminadas las poses asociadas al ligando 1 y 7).  
Tabla 1. Valores de docking score (kcal/mol) asociadas a las diferentes poses de los 
ligandos en GalNAc-T2 
Ligando D. Score Ligando D. Score Ligando D. Score Ligando D. Score 
5 -15.252 L5 -14.420 L5 -13.627 9 -13.205 
11 -15.005 9 -14.342 5 -13.609 L5 -13.159 
3 -14.903 12 -13.997 2 -13.486 2 -13.144 
10 -14.681 8 -13.984 11 -13.455 11 -13.137 
L5 -14.578 8 -13.708 4 -13.416 L5 -13.081 
11 -14.485 5 -13.685 L5 -13.288 L5 -13.067 
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A partir de estos resultados, se buscaron interacciones entre los residuos que conforman 
el sitio activo y los grupos funcionales del ligando que justifiquen y expliquen los 
diferentes valores de docking score. El conocer los aminoácidos implicados ayudará a 
posteriores diseños de ligandos enzimáticos y en nuestro caso concreto también para 
comparar frente a la GalNAc-T3. Todos los aminoácidos implicados en las interacciones 
de la GalNAc-T2 se pueden agrupar con el estudio de los ligandos 8, 9 y 13 (Tabla 2).  
Tabla 2. Relación entre aminoácidos (GalNAc-T2) del sitio activo con los ligandos que 
interaccionan. Las casillas marcadas con la x indican que existe interacción. 
 Ligandos 
 
Aa 
13 L5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Mn x x x x x x x x x x x x x x 
Arg201 x x x x x x x x x x x x x x 
Asp176 x x x x x x x x x x x x x x 
Thr143 x x x x x x x x x x x x x x 
His145 x x x x x x x x x x x x x x 
Ser225 x x x  x x x x  x x x x x 
Arg362 x x x x x x x x x x x x x x 
Trp331 x x      x       
Gly309 x     x         
Asp224 x     x       x x 
Arg208 x     x    x  x   
Glu334 x     x    x  x x x 
Gly332 x         x    x 
Ala307          x    x 
Phe361         x  x x   
Phe377     x    x  x x   
His359         x  x x   
 
Para el estudio de las interacciones se analizaron en tres partes: la correspondiente al 
azúcar o la pirrolidina, el linker y la uridina. En la descripción de las interacciones nos 
centramos en las más importantes: los puentes salinos (interacciones iónicas), las 
interacciones entre el metal y los ligandos, las interacciones tipo π-stacking, catión-π y 
los enlaces de hidrógeno. Para el análisis de estas interacciones se diferenció también 
entre si suceden con las cadenas laterales de los aminoácidos o con el esqueleto peptídico. 
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Ligando 13 
Es el ligando que más interacciones tiene con el sitio activo: 
 Uridina: El NH interno de la cadena lateral del residuo de ARG_201 con el C13=O 
de la uridina. El O- Asp176 forma un enlace de hidrógeno con el grupo NH del 
uracilo. Thr143 interacciona por partida doble, por un lado, el grupo OH de su 
cadena lateral con el C14=O del uracilo y el C=O del esqueleto peptídico con un 
OH (C9) de la ribosa. Este grupo OH también forma un enlace de hidrogeno con 
el NH peptídico de la His145. El OH del C8 forma un enlace de hidrogeno con el 
grupo OH de la Ser225 (Tabla S1) (Figura 11 y S5).  
 Difosfato: forma dos enlaces de hidrógeno, el grupo NH2+ de Arg362 con un P=O 
y el NH del Trp331 con un P-O-.  
Por último, el centro metálico de Mn(II) coordina a los dos P=O del difosfato 
(Tabla S1) (Figura 11 y S5).  
 5-S-GalNAc: como homólogo de un azúcar (glicomimético) presenta una gran 
cantidad de grupos OH que pueden establecer enlaces de hidrógeno. 
El NH peptídico de la Gly309 con el grupo NH del NHAc (C4), también 
interacciona con este grupo NH el O- del Asp224.  
El Asp224 también forma un enlace de hidrógeno con el grupo OH del C3. El 
NH2
+ de la Arg208 forma un enlace de hidrógeno con este grupo OH. 
El Glu334 otorga dos enlaces de hidrógeno, mediante el O- de la cadena lateral y 
con el C=O peptídico, ambos con el OH del C1. Este OH también interacciona con 
el NH peptídico del residuo de Gly332 (Tabla S1) (Figura 11 y S5).  
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Figura 11: Interacciones 3D entre el 13 y el sitio activo del enzima. Líneas punteadas son las interacciones 
de las cadenas laterales y las líneas continuas son con el esqueleto peptídico o con el centro metálico 
Ligando 8 
 Uridina: las interacciones de la uridina se mantienen prácticamente constantes 
frente al ligando cristalino, la única diferencia es que desaparece la interacción 
con el residuo de His145 (Tabla S10) (Figura 12 y S14). 
 Puente: aquí sí que se pueden apreciar algunas variaciones más frente al ligando 
13. En primer lugar, desaparece la interacción con el residuo de Trp331, además, 
aunque sí que interacciona con el residuo de Arg362, este lo hace en menor 
medida que con el 5S-NacGalNAc, ya que se pierde la contribución por puente 
salino. También varía la interacción con el centro metálico, en este caso 
interacciona con los dos O del grupo fosfato del linker (-O-P=O) (Tabla S10) 
(Figura 12 y S14). 
 Pirrolidina: El número de interacciones para la pirrolidina cae drásticamente 
frente al glicomimético. Desaparecen las interacciones de los residuos de Gly309, 
Asp224 y Gly332. 
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Los residuos de Arg208, Glu334 siguen existiendo, pero para este ligando las 
interacciones se suceden con el OH del C2. 
Aparece dos interacciones nuevas, en primer lugar, el residuo de Glu334 forma 
un puente salino con el NH2
+, que se origina a pH fisiológico, de la pirrolidina. 
Por otro lado, aparece un nuevo residuo, la Ala307 que forma un enlace de 
hidrógeno mediante el C=O peptídico con el OH del C1 (Tabla S10) (Figura 12 y 
S14).  
 
Figura 12: Interacciones 3D entre el ligando 8 y el sitio activo del enzima. Líneas punteadas son las 
interacciones de las cadenas laterales y las líneas continuas son con el esqueleto peptídico o con el centro 
metálico 
Ligando 9 
El ligando 9 presenta dos posiciones con grupos bencilo, por lo que es susceptible de dar 
interacciones tipo π-π. 
 Uridina: para el ligando 9 se pueden observar las mismas interacciones que en el 
ligando natural con todos los aminoácidos salvo que, como en el ligando 8, no 
aparece la interacción por parte de las His145. A diferencia de casos anteriores 
aquí el residuo de Arg362 interacciona también con la ribosa, concretamente su 
NH2
+ con el grupo OH del C10 (Tabla S11) (Figura 13 y S15).  
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 Linker: son idénticas a las del caso del ligando 8. (Tabla S11) (Figura 13 y S15) 
 Pirrolidina: para el ligando 9 la pirrolidina presenta unas interacciones totalmente 
novedosas. El grupo aromático del OBn del C2 forma una interacción tipo π-π con 
el grupo aromático de la Phe377. De forma equivalente el segundo grupo bencilo 
presente en la pirrolidina forma dos interacciones tipo π-π por ambas caras del 
plano, con la Phe361 y la His359 (Tabla S11) (Figura 13 y S15).  
 
 
Figura 13: Interacciones 3D entre el ligando 17 y el sitio activo del enzima. Líneas punteadas son las 
interacciones de las cadenas laterales y las líneas continuas son con el esqueleto peptídico o con el centro 
metálico 
Además de las interacciones más comunes de los aminoácidos que componen el sitio 
activo, en algunos casos aparecen algunas particularidades. Entre ellas destacan las 
asociadas a la interacción entre el difosfato de los ligandos y el Mn y la Arg362. El centro 
metálico se coordina con hasta tres átomos de oxígeno, la Arg362, por su parte, forma 
hasta una triple interacción por medio de sus tres grupos amino (Figuras S29-32).  
En el caso de los ligandos que presentan el difosfato, se observa que cuando los 
sustituyentes de la pirrolidina son OBn el número de interacciones decrecen en el linker 
frente a las pirrolidinas hidroxiladas. Esto puede deberse a que la presencia de grupos 
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voluminosos condiciona la disposición del ligando en el sitio activo, perdiendo 
interacciones en el linker en pro de ganarlas en la pirrolidina. Para los ligandos con el 
linker más apolar parece que la flexibilidad que le otorga la cadena alifática ayuda a 
disponer el sustrato en el sitio activo. 
En general, las interacciones que sufre la uridina son bastante constantes para todos los 
ligandos, debido a que es el centro de reconocimiento especifico de los enzimas.  
Por parte de las pirrolidinas existe también una clara diferencia entre las pirrolidinas 
sustituidas con grupos OBn o grupos OH. Como era previsible, las pirrolidinas sustituidas 
por grupos benziloxi presentan una alta tendencia a interaccionar con residuos aromáticos 
mientras que las polihidroxiladas lo hacen con residuos con cadenas laterales polares 
(Tabla 2).  
En las pirrolidinas benciladas se observa una mayor interacción, debido a la existencia de 
un bolsillo hidrofóbico en el sitio activo, el cual presenta una gran afinidad por grupos 
aromáticos. Sin embargo, dan mejor docking score cuando solo hay un grupo aromático. 
Esto se debe a que el sitio activo es reducido y muchos grupos aromáticos son demasiado 
voluminosos para disponerse en el interior del enzima (Figura S3).  
Se han obtenido ligandos que otorgan mejores docking score que el propio azúcar natural, 
aunque dentro del orden de magnitud, lo que es interesante para lograr una inhibición 
competitiva que module la actividad enzimática. 
Por último, destacar que no necesariamente un mayor número de interacciones significa 
una mayor estabilización (la mejor docking score la obtiene el ligando 5) ya que también 
dependerá de la fortaleza de las mismas. Existen otros factores como las repulsiones 
dentro del sitio activo que contribuyen desfavorablemente al modo de unión.  
6.4. Docking GalNAc-T3. 
La metodología que se siguió es la misma que para el caso de la isoforma T2. En la 
primera comparación de la disposición tridimensional de los ligandos se observó cómo, 
los ligandos 4, 5 y 6 se disponían rotados 180º en el sitio activo con respecto al ligando 
14 (Figura 14).  
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Figura 14: comparativa entre los ligandos 3, 5, 6 y 14. Negro (14), cyan (3), amarillo (5) y azul (6). 
Asimismo, los ligandos 7 y 10 disponían la base nitrogenada en posiciones diferentes a 
las del ligando 14. Siendo la uridina la zona de reconocimiento de los enzimas estos 
ligandos presentan una orientación inadecuada (Figura 15).  
 
Figura 15: comparativa entre los ligandos 7, 10 y 13. Negro (14), cian (7) y amarillo (10).  
En el caso particular del ligando 7, dos de los sustituyentes bencílicos se disponen fuera 
del sitio activo, de manera equivalente que sucedía con GalNAc-T2 (Figura S4).  
En principio, estos ligandos no son buenos candidatos para su síntesis experimental. Sin 
embargo, se estudiaron las interacciones de los ligandos 7 y 10 para conocer si algunas 
de estas pudiesen ser interesantes en el diseño de nuevos inhibidores (introducción 
estratégica de grupos funcionales en las pirrolidinas para lograr interacciones 
adicionales).  
Las mejores docking scores asociadas a las diferentes poses de los ligandos (excluyendo 
los ligandos 3, 5 y 6) se recogen en la Tabla 3. 
 
29 
 
Tabla 3. Valores de docking Score (kcal/mol) asociadas a las diferentes poses de los 
ligandos en GalNAc-T3 
Ligando D. Score Ligando D. Score Ligando D. Score Ligando D. Score 
2 -11.350 8 -10.262 L5 -9.141 8 -8.831 
L5 -11.228 L5 -10.162 8 -9.132 9 -8.743 
L5 -11.145 11 -9.456 9 -9.130 4 -8.707 
L5 -10.824 11 -9.411 9 -9.106 4 -8.608 
2 -10.559 L5 -9.241 9 -9.104 L5 -8.556 
L5 -10.314 L5 -9.241 8 -8.843 8 -8.530 
 
Todos los aminoácidos implicados en las interacciones de la GalNAc-T3 se pueden 
agrupar con el estudio de los ligandos 14, 9 y 2 (Tabla 2). De igual manera que para la 
GalNAc-T2, hay que tener en cuenta no solo son los aminoácidos, sino también el tipo 
de interacción que sufren. 
Tabla 4. Relación entre aminoácidos (GalNAc-T2) del sitio activo con los ligandos que 
interaccionan. Las casillas marcadas con la x indican que existe interacción. 
ligandos 
Aa 
14 1 2   4 7 8 9 11 12 
Mn x x x           x 
His431 x                 
Arg416 x x x x x x   x x 
Trp385 x   x x     x     
Ala276 x   x         x   
His192 x   x   x         
His421 x   x         x   
Arg252 x x x x   x x x x 
Asp275         x x   x   
Val190     x     x   x   
Ala361     x     x   x   
Asp223     x x   x x     
Trp337                   
Arg259     x             
Glu388     x             
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Ligando 14 
 Uridina: forma hasta cuatro enlaces de hidrogeno, C13=O con dos grupos NH de 
Arg252. El NH peptídico de la His192 con el OH del C9 y el NH peptídico Ala276 
con el otro OH de la ribosa (Tabla S15) (Figura 16 y S19).  
 Difosfato: Se forman 3 enlaces de hidrogeno entre los oxígenos del difosfato y los 
residuos de His421, His431 y Trp385. El grupo NH2
+ de la Arg416 forma un 
puente salino con los dos O- del difosfato. Por último, el Mn(II) coordina a los dos 
O- del difosfato (Tabla S15) (Figura 16 y S19).  
 
Figura 16: Interacciones 3D entre el ligando cristalino y el sitio activo del enzima. Líneas punteadas son 
las interacciones de las cadenas laterales y las líneas continuas son con el esqueleto peptídico o con el centro 
metálico 
 
Ligando 9 
 Uridina: el número de interacciones se reduce considerablemente, aunque 
aparecen dos nuevas: el Asp223 forma un enlace con el NH del uracilo y el OH 
del C con el C=O peptídico de la Val190. Se mantiene la interacción con el residuo 
de Arg252 (Tabla S25) (Figura 17 y S25).  
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 Linker: mantiene la interacción con el residuo de Arg416, aunque en este caso de 
diferente forma que para el ligando 14. El grupo NH2
+ de la cadena lateral forma 
un enlace de hidrogeno y un puente salino (Tabla S25) (Figura 17 y S25).  
 Pirrolidina: la pirrolidina da dos interacciones, por un lado, el O- del Asp275 
forma un puente salino con el NH2
+ que se forma en la pirrolidina a pH fisiológico. 
Por otro lado, la presencia de grupos aromáticos permite la formación de una 
interacción tipo π-π entre el OBn del C2 y el grupo aromático del Trp337 (Tabla 
S25) (Figura 17 y S25).        
 
Figura 17: Interacciones 3D entre el ligando 9 y el sitio activo del enzima. Líneas punteadas son las 
interacciones de las cadenas laterales y las líneas continuas son con el esqueleto peptídico o con el centro 
metálico. 
 
Ligando 2 
El ligando 2 es el ligando que mayor número de interacciones otorga. 
 Uridina: Las interacciones por parte de los residuos de His192 y Ala276 se 
mantienen constantes al ligando cristalino. La interacción por parte de la Val190 
y Asp223 se mantiene equivalente al ligando 17. En este caso la Arg252 solo 
forma una interacción con el C=O del C13 (Tabla S17) (Figura 18 y S21).  
 Difosfato: se mantiene constante respecto al cristal la interacción con la His421. 
También interacciona con la Arg416, pero de una forma distinta. En este caso solo 
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forma un puente salino con uno de los O- de los fosfatos. Algo similar que lo que 
se observa con el Trp385, que interacciona con otro oxigeno del difosfato. 
El ión Mn(II) coordina a los dos O- de ambos fosfatos (Tabla S17) (Figura 18 y 
S21). 
 Pirrolidina: debido a los tres grupos OH el ligando 2 tiene tendencia a formar 
enlaces de hidrogeno. El grupo OH del C3 forma dos enlaces de hidrogeno, con el 
C=O peptídico de la Ala361 y con el NH2
+ de la Arg259. El grupo OH del C4 
también forma dos enlaces de hidrogeno, ambos con el Glu388, con el O- de la 
cadena lateral y con el NH peptídico (Tabla S17) (Figura 18 y S21). 
 
Figura 18: Interacciones 3D entre el ligando 2 y el sitio activo del enzima. Líneas punteadas son las 
interacciones de las cadenas laterales y las líneas continuas son con el esqueleto peptídico o con el centro 
metálico. 
 
Además de las principales interacciones descritas anteriormente se observaron otras 
interacciones como las de tipo catión-π entre la uridina del ligando 7 y el grupo NH2+ de 
la Arg416 (Figura S35), o tipo π-π con el uracilo del ligando 12 y el residuo de His421 
(Figura S43). Las interacciones de las uridinas presentan de forma prácticamente 
constante las interacciones con los residuos de Arg252 y Asp223, siendo también muy 
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recurrente la interacción con el C=O de la cadena peptídica de la Val190 para los ligandos 
que obtienen mejores docking score. Para el caso de la GalNAc-T3 se observa una clara 
tendencia a las pirrolidinas polihidroxiladas, el docking score asociado es muy superior 
cuando hay grupos OHs que cuando hay grupos aromáticos, lo que parece indicar que el 
sitio activo de la GalNAc-T3 es reducido y los grupos bencilo no tienen cabida en él. 
Debido a esta poca tendencia hacia sustituyentes voluminosos los ligandos no precisan 
de una flexibilidad muy elevada para disponerse en el sitio activo, por lo que prefieren 
las interacciones a que da lugar el difosfato antes que buscar un mayor número de 
interacciones para la pirrolidina. 
De igual manera que para el caso anterior se ha obtenido un ligando que, a nivel teórico, 
supera el binding con el enzima que presenta el ligando natural y que por consiguiente se 
postula como un buen candidato a la síntesis experimental. 
6.5. Comparativa docking GalNAc-T2 y GalNAc-T3. 
Las uridinas presentas bastantes interacciones homologas entre las dos isoformas con 
residuos como la Arg (201 para GalNAc T2 y 252 para T3), el Asp (176 para T2 y 223 
para T3) o la histidina (145 para T2 y 192 para T3). Las tendencias de ambas isoformas 
son casi opuestas en lo referente a la sustitución de la pirrolidinas, la GalNAc-T2 presenta 
una mayor afinidad por las pirrolidinas benciladas. Esto se debe a la existencia de un 
bolsillo hidrófobo en el sitio activo que ve muy favorecido la inclusión de un grupo 
aromático en su interior. 
Por su parte, la GalNAc-T3 prefiere las pirrolidinas polihidroxiladas, principalmente 
porque parece ser que su sitio activo es más reducido que en la T2, a pesar de su mayor 
número de aminoácidos. 
En cuanto a la preferencia por el linker, ambas isoformas prefieren el linker más polar 
puesto que da lugar a un mayor número de interacciones. Sin embargo, en el caso de la 
T2, cuando el ligando presenta una pirrolidina muy voluminosa se favorece el linker 
flexible ya que otorga mayor libertad conformacional al ligando. 
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7. Conclusiones 
Se han desarrollado ligandos con capacidades de unión con el enzima elevadas, en 
ocasiones superiores a las del sustrato natural, que hace de aquéllos potenciales 
candidatos a ser moduladores de las GalNAc-T2 y GalNAc-T3. 
En el estudio de la isoforma T2 se observó la existencia de un bolsillo hidrófobo que tiene 
afinidad por los grupos aromáticos. Sin embargo, la incorporación de demasiados grupos 
aromáticos a los ligandos hace que estas moléculas sean incapaces de localizarse en el 
sitio activo en el enzima. Por ello el mejor ligando para la isoforma T2 es aquel que solo 
presenta una pirrolidina bencilada unida por un grupo difosfato a la uridina (5). Su 
homologo con el linker más apolar (11) también da lugar a buenos valores de docking 
score. 
En el estudio de la isoforma T3 se observó que no presentaba tal bolsillo hidrófobo y que 
por consiguiente presentaba mayor afinidad por las pirrolidinas hidroxiladas. En este caso 
cuantos más grupos hidroxilo mayor número de interacciones puede dar con los residuos 
del sitio activo y con ello mayor afinidad tendrá con ella. Por ello el mejor ligando para 
la isoforma T3 es aquel que presenta el linker polar y la pirrolidina con los tres grupos 
OH (2), de nuevo su homólogo más apolar (8) también da buenos resultados. 
En conclusión, se han encontrado ligandos con interacciones equivalentes al sustrato 
natural para los dos enzimas estudiados, GalNAc-T2 y GalNAc-T3 lo que permite esperar 
una inhibición competitiva para dichos ligandos. 
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9. Anexos 
 
9.1. Estructura, nombre y abreviatura de los 20 aminoácidos proteicos en humanos. 
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9.2. Tablas Suplementarias. 
 
Tabla S1. Listado de interacciones del ligando 13 en GalNAc-T2. 
13 
Uridina Pirofosfato 5-S-GalNAc 
H-bonds H-bonds 
Salt-
bridge 
Metal H-bonds 
Arg01 Arg362 Arg362 Mn Gly309 
Asp176 Trp331   Asp224 
Thr143    Asp224 
His145    Arg208 
Ser225    Glu334 
Thr143    Gly332 
    Glu334 
 
Tabla S2. Listado de interacciones del ligando L5 en GalNAc-T2. 
L5 
Uridina Difosfato GalNAc 
H-bonds H-bonds Salt-bridge Metal H-bonds 
Arg201 Arg362 Arg362 Mn Arg362 
Asp176 Arg362  Mn Arg362 
Thr143 Trp331  Mn  
Ser225     
Arg362     
 
Tabla S3. Listado de interacciones del ligando 1 en GalNAc-T2. 
1 
Uridina Difosfato 
H-bonds H-bonds 
Salt-
Bridge 
Metal 
Arg201 Arg362 Arg362 Mn 
Asp176 Arg362  Mn 
Thr143   Mn 
Thr143    
Ser225    
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Tabla S4. Listado de interacciones del ligando 2 en GalNAc-T2. 
2 
Uridina Difosfato Pirrolidina 
H-bonds H-bonds Metal H-bonds 
Arg201 Arg362 Mn Arg362 
Asp176 Arg362  Arg362 
Thr143    
Arg362    
Thr143    
 
Tabla S5. Listado de interacciones del ligando 3 en GalNAc-T2. 
3 
Uridina Difosfato Pirrolidina 
H-bonds H-bonds Metal pi-stacking 
Arg201 Arg362 Mn Phe377 
Asp176 Arg362   
Thr143    
Thr143    
Ser225    
 
Tabla S6. Listado de interacciones del ligando 4 en GalNAc-T2. 
4 
Uridina Difosfato Pirrolidina 
H-bonds H-bonds Metal Salt-bridge H-bonds Salt-bridge 
Arg201 Arg362 Mn Arg362 Arg208 Asp224 
Asp176    Glu334  
Thr143    Ala307  
Thr143      
Ser225      
 
Tabla S7. Listado de interacciones del ligando 5 en GalNAc-T2. 
5 
Uridina Difosfato Pirrolidina 
H-bonds H-bonds Metal H-bonds 
Arg201 Arg362 Mn Arg362 
Asp176 Arg362   
Thr143    
Ser225    
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Tabla S8. Listado de interacciones del ligando 6 en GalNAc-T2. 
6 
Uridina Difosfato Pirrolidina 
H-bonds H-bonds Metal Salt-bridge H-bonds 
Arg201 Arg362 Mn1570 Arg362 Arg362 
Asp176 Trp331   Arg362 
Thr143     
Thr143     
Ser225     
 
Tabla S9. Listado de interacciones del ligando 7 en GalNAc-T2. 
7 
Uridina Puente Pirrolidina 
H-bonds H-bonds Salt-bridge Metal π-π 
Arg201 Arg362 Arg362 Mn Phe361 
Asp176    His359 
Thr143    Phe377 
Thr143     
Arg362     
 
Tabla S10. Listado de interacciones del ligando 8 en GalNAc-T2. 
8 
Uridina Puente Pirrolidina 
H-bonds H-bonds Metal H-bonds Salt-bridge 
Arg201 Arg362 Mn Ala307 Glu334 
Asp176   Arg208  
Thr143   Glu334  
Ser225     
Thr143     
 
Tabla S11. Listado de interacciones del ligando 9 en GalNAc-T2. 
9 
Uridina Puente pirrolidina 
H-bonds H-bonds Metal pi-stacking 
Arg201 Arg362 Mn Phe361 
Asp176   His359 
Thr143   Phe377 
Ser225    
Thr143    
Arg362    
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Tabla S12. Listado de interacciones del ligando 10 en GalNAc-T2. 
10 
Uridina Puente Pirrolidina 
H-bonds H-bonds Metal H-bonds Salt-bridge 
Arg201 Arg362 Mn Arg208 Glu334 
Asp176   Glu334  
Thr143     
Ser225     
Thr143     
 
Tabla S13. Listado de interacciones del ligando 11 en GalNAc-T2. 
11 
Uridina Puente Pirrolidina 
H-bonds H-bonds Metal Salt-bridge 
Arg201 Arg362 Mn Asp224 
Asp176   Glu334 
Thr143    
Ser225    
Thr143    
 
Tabla S14. Listado de interacciones del ligando 12 en GalNAc-T2. 
12 
Uridina Puente Pirrolidina 
H-bonds H-bonds Metal H-bonds Salt-bridge 
Arg201 Arg362 Mn Arg208 Glu334 
Asp176   Glu334  
Thr143   Ala307  
Ser225     
Thr143     
 
Tabla S15. Listado de interacciones del ligando 14 en GalNAc-T3. 
14 
Uridina Pirofosfato 
H-bonds H-bonds Salt-Bridge Metal 
Arg252 His421 Arg416 Mn 
His192 His413   
Ala276 Trp385   
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Tabla S16. Listado de interacciones del ligando 1 en GalNAc-T3. 
1 
Uridina Pirofosfato 
H-bonds Metal 
H-
bonds 
Salt-Bridge 
Arg252 Mn Arg416 Arg416 
Arg416    
 
Tabla S17. Listado de interacciones del ligando 2 en GalNAc-T3. 
2 
Uridina Pirofosfato Pirrolidina 
H-bonds H-bonds Salt-Bridge H-bonds 
Arg252 His421 Arg416 Arg259 
Asp223 Trp385  Ala361 
His192   Glu388 
Ala276    
Val190    
 
Tabla S18. Listado de interacciones del ligando 4 en GalNAc-T3. 
4 
Uridina Pirofosfato Pirrolidina 
H-bonds H-bonds H-bonds 
Arg252 Trp385 Arg416 
Asp223 Arg416  
 
Tabla S19. Listado de interacciones del ligando 7 en GalNAc-T3. 
7 
Uridina Puente Pirrolidina 
H-bonds Catión-π H-bonds  
His192 Arg416 Arg416  
Arg416    
Asp275    
 
Tabla S20. Listado de interacciones del ligando 8 en GalNAc-T3. 
8 
Uridina Puente Pirrolidina 
H-bonds H-bonds Salt-bridge H-bonds 
Arg252 Arg416 Arg416 Asp275 
Asp223   Ala361 
Val190    
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Tabla S21. Listado de interacciones del ligando 9 en GalNAc-T3. 
9 
Uridina Puente pirrolidina 
H-bonds H-bonds Salt-bridge H-bonds π-π 
Arg252 Arg416 Arg416 Asp275 Trp337 
Asp223     
Val190     
 
Tabla S22. Listado de interacciones del ligando 11 en GalNAc-T3. 
11 
Uridina Puente Pirrolidina 
H-bonds H-bonds π-π 
Arg252 Trp385 Trp389 
Asp223   
 
Tabla S23. Listado de interacciones del ligando 12 en GalNAc-T3. 
12 
Uridina Puente Pirrolidina 
H-bonds pi-stacking H-bonds Salt-bridge H-bonds 
Arg252 His421 Arg416 Arg416 Asp275 
Val190    Ala361 
Ala276     
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9.3. Figuras suplementarias. 
 
Figura S1: Comparativa entre minimización del enzima con ligando (azul) y sin ligando (amarillo). 
 
Figura S2: Comparativa estructural GalNAc-T2 (cian) y GalNAc-T3 (amarillo). Estructuras similares con 
el dominio C-terminal tipo lectina. (abajo en la T2 y arriba en la T3) y el N-terminal catalítico (arriba en la 
T2 y abajo en la T3) 
46 
 
 
Figura S3: bolsillo hidrofóbico GalNAc-T2. Los grupos bencilos de los ligandos 5 (amarillo) y 11 (azul) 
se disponen en el interior del dicho bolsillo. 
 
Figura S4: Grupos bencilo del ligando 7 orientados fuera del sitio activo. 
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Figura S5: Interacciones 2D entre el ligando 13 y GalNAc-T2 
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Figura S6: Interacciones 2D entre el ligando L5 y GalNAc-T2 
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Figura S7: Interacciones 2D entre el ligando 1 y GalNAc-T2 
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Figura S8: Interacciones 2D entre el ligando 2 y GalNAc-T2 
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Figura S9: Interacciones 2D entre el ligando 3 y GalNAc-T2 
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Figura S10: Interacciones 2D entre el ligando 4 y GalNAc-T2 
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Figura S11: Interacciones 2D entre el ligando 5 y GalNAc-T2 
54 
 
 
Figura S12: Interacciones 2D entre el ligando 6 y GalNAc-T2 
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Figura S13: Interacciones 2D entre el ligando 7 y GalNAc-T2 
56 
 
 
Figura S14: Interacciones 2D entre el ligando 8 y GalNAc-T2 
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Figura S15: Interacciones 2D entre el ligando 9 y GalNAc-T2 
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Figura S16: Interacciones 2D entre el ligando 10 y GalNAc-T2 
59 
 
 
Figura S17: Interacciones 2D entre el ligando 11 y GalNAc-T2 
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Figura S18: Interacciones 2D entre el ligando 12 y GalNAc-T2 
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Figura S19: Interacciones 2D entre el ligando 14 y GalNAc-T3 
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Figura S20: Interacciones 2D entre el ligando 1 y GalNAc-T3 
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Figura S21: Interacciones 2D entre el ligando 2 y GalNAc-T3 
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Figura S22: Interacciones 2D entre el ligando 4 y GalNAc-T3 
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Figura S23: Interacciones 2D entre el ligando 7 y GalNAc-T3 
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Figura S24: Interacciones 2D entre el ligando 8 y GalNAc-T3 
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Figura S25: Interacciones 2D entre el ligando 9 y GalNAc-T3 
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Figura S26: Interacciones 2D entre el ligando 11 y GalNAc-T3 
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Figura S27: Interacciones 2D entre el ligando 12 y GalNAc-T3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
70 
 
 
Figura S28: Interacciones 3D entre el ligando L5 y GalNAc-T2. Líneas punteadas son las interacciones de 
las cadenas laterales y las líneas continuas son con el esqueleto peptídico o con el centro metálico 
 
Figura S29: Interacciones 3D entre el ligando 1 y GalNAc-T2. Líneas punteadas son las interacciones de 
las cadenas laterales y las líneas continuas son con el esqueleto peptídico o con el centro metálico 
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Figura S30: Interacciones 3D entre el ligando 2 y GalNAc-T2. Líneas punteadas son las interacciones de 
las cadenas laterales y las líneas continuas son con el esqueleto peptídico o con el centro metálico 
 
Figura S31: Interacciones 3D entre el ligando 3 y GalNAc-T2. Líneas punteadas son las interacciones de 
las cadenas laterales y las líneas continuas son con el esqueleto peptídico o con el centro metálico 
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Figura S32: Interacciones 3D entre el ligando 4 y GalNAc-T2. Líneas punteadas son las interacciones de 
las cadenas laterales y las líneas continuas son con el esqueleto peptídico o con el centro metálico 
 
Figura S33: Interacciones 3D entre el ligando 5 y GalNAc-T2. Líneas punteadas son las interacciones de 
las cadenas laterales y las líneas continuas son con el esqueleto peptídico o con el centro metálico 
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Figura S34: Interacciones 3D entre el ligando 6 y GalNAc-T2. Líneas punteadas son las interacciones de 
las cadenas laterales y las líneas continuas son con el esqueleto peptídico o con el centro metálico 
 
Figura S35: Interacciones 3D entre el ligando 7 y GalNAc-T2. Líneas punteadas son las interacciones de 
las cadenas laterales y las líneas continuas son con el esqueleto peptídico o con el centro metálico 
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Figura S36: Interacciones 3D entre el ligando 8 y GalNAc-T2. Líneas punteadas son las interacciones de 
las cadenas laterales y las líneas continuas son con el esqueleto peptídico o con el centro metálico 
 
Figura S37: Interacciones 3D entre el ligando 11 y GalNAc-T2. Líneas punteadas son las interacciones de 
las cadenas laterales y las líneas continuas son con el esqueleto peptídico o con el centro metálico 
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Figura S38: Interacciones 3D entre el ligando 12 y GalNAc-T2. Líneas punteadas son las interacciones de 
las cadenas laterales y las líneas continuas son con el esqueleto peptídico o con el centro metálico 
 
Figura S39: Interacciones 3D entre el ligando 4 y GalNAc-T3. Líneas punteadas son las interacciones de 
las cadenas laterales y las líneas continuas son con el esqueleto peptídico o con el centro metálico 
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Figura S40: Interacciones 3D entre el ligando 7 y GalNAc-T3. Líneas punteadas son las interacciones de 
las cadenas laterales y las líneas continuas son con el esqueleto peptídico o con el centro metálico 
 
Figura S41: Interacciones 3D entre el ligando 8 y GalNAc-T3. Líneas punteadas son las interacciones de 
las cadenas laterales y las líneas continuas son con el esqueleto peptídico o con el centro metálico 
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Figura S42: Interacciones 3D entre el ligando 11 y GalNAc-T3. Líneas punteadas son las interacciones de 
las cadenas laterales y las líneas continuas son con el esqueleto peptídico o con el centro metálico 
 
Figura S43: Interacciones 3D entre el ligando 12 y GalNAc-T3. Líneas punteadas son las interacciones de 
las cadenas laterales y las líneas continuas son con el esqueleto peptídico o con el centro metálico 
 
